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晶体 作用 的 比较 


PRR AR 


《中 国 科学 院 动物 研究 所 ) 


摘要 本 文 以 粘 虫 Leucania separata Waiker， 棉 铃 电 Helrothrs armigera Hübner Ai Galleria 
mellonella Linnaeus 科 商 地 老 虎 Agrotis segetum Schiffermüller 4 种 幼虫 的 肠 道 看 白 酶 作用 于 苏 共 人 金 
杆菌 7404 肯尼亚 变种 (B. t var. kenyae), HD-1 长 尔 斯 德 变种 (B. + var. kursraki) 7216 天 门 变种 
(B. t. var. tianmensis), 75023 (变种 未 定 )、007 苏 基 金 变 种 {B. £. var. tharimgtensis)、006 EXET 
种 (B. z. var. ostriniae), 7417 BYR (B. t var. dendrolimus) 及 1897 以 色 列 变种 (B. var. 
israelensis) 的 晶体 ?比较 了 其 消化 产物 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 图 谱 。 对 粘 虫 肠 道 蛋白 酶 消化 的 晶体 形态 进 
行 了 电镜 观察 ,并 对 铝 体 消化 过 程 中 光 密 度 的 变化 作 了 测定 。 非 锁 原 菌 的 唱 体 亦 能 被 甩 液 中 的 和 蛋白酶 落 化 。 


IgA A Bacillus thuringiensis 蝇 体 对 敏感 寄主 的 作用 方式 已 有 许多 报道 (Angus 
1956, Lecadet 和 Martouret 1962, Cooksey 1968 REE) ANGE RALEBE, ENE 
用 机 制 与 寄主 肠 道 的 碱 性 pH 和 和 蛋 日 酶 有 密 著 关系 ， 品 体 在 肠 道 中 被 蛋白 酶 水 解释 放出 
具 活 性 的 碎片 。 Faust 等 (1967) RA SHAS A pacifeus AER CRD zawa 鮎 洋 変 
种 AY Ge KAR BE BE Bombyx mori 肠 道 分 证 物 作 用 的 详细 观察 。 Murphy (1974) fig SAS 
i FF BRR os Se EPP fn RR 3 ERA CR RRR Trichoplusia ni KPR H Helo- 
this Zea FUSE Spodoptera exigua) WIDMER. 上 述 报 道 涉 及 苏 世 
金 杆 菌 的 敏感 寄主 ,在 非 敏 感 寄主 的 肠 道 内 ,蛋白 杉 对 晶体 的 作用 则 未 死 报道 。 

本 文 以 4 种 鳞 妹 目 幼 虫 肠 道 蛋 蝗 酶 分 别 作用 于 共 竣 金 杆 菌 6 个 血清 型 8 个 变种 的 日 
体 。 武 國 了 解 不同 寄主 脇道 午 白 酸 対 卓 体 的 作用 方 式 、 唱 体 能 否 被 消化 、 消 化 速 度 以 及 与 
毒性 的 关系 ,从 而 进一步 认识 晶体 的 致 病 特 性。 


材料 与 方法 





1. APR DRL lo 

纯 曲 体 与 纯 芽 孢 的 提取 参照 Pendleton (1967) IFRS (1980) 的 方法 ， 纯 度 可 达 
99% 以上 。 

2. 试 虫 粘 虫 用 玉 米 時 在 28© 饲养 , 棉铃 虫 、 绒 晨 、 员 地 老虎 均 以 人 工人 饲料 在 28%C 
饲养 。 

3. 肠 道 组 日 酶 粗 提 物 的 制备 ” 轻 压 5 ORB 6 PR OA RAID, TEKS a ae BR I 
物 ,以 15,000 转 / 分 离心 去 钢 淀 ,上 靖 波 在 CRF AH. Mt H RAR EE RRE 


本 文 于 1980 年 9 月 收 到 。 
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#1 BRAK KX O 
wa 号 Bi 名 血清 型 来 源 
zt var. kenyae | Ha ue 本 所 分 离 





7404 肯尼亚 变种 B. 

HD-1 长 尔 斯 德 变种 B. 2. var. Rurstaki ーー Hsia-3b 一 美国 引进 l 
7216 天 门 变种 B. £. var. tianmensis* Hasb | 湖北 天 门 县 微生物 研究 所 
75023 变种 未 定 B. thuringiensis H, 湖北 天 门 县 微生物 研究 所 
007 ” 苏 荆 金 恋 种 B. 2. var. thuringiensis ] H, | 本 所 分 高 | 
7417 PAE Bh B. t. var. dendrolimus ーー Ha_4b 】 东北 农学 院 

006 KAA aE Bp B. 1. var. ostriniae** Ha 本 所 分 高 

1897 以 色 列 恋 种 。 8.z 


. var. ssraelensts . Hi, 捷克 引进 


”湖北 省 天 门 县 微生物 研究 所 《1980) ** 寿 改新 等 (1975) 


物 太 少 , 则 需 解剖 其 5 龄 幼虫 取 围 食 膜 及 内 含 物 ， 加 0.05M pH9.7 的 碳酸 钠 - 碳 酸 气 钠 组 
冲 液 研磨 后 ,以 15, 000 转 / 分 离心 去 沉 辛 ;上 清流 在 0 や 保存 各 用 。 粘 虫 返 吐 液 的 pH 为 
9.26 《以 Copenhagen PHM 84 pH 计 测 定 ), RE 3 种 以 石 蕉 试纸 测试 , 蜡 蜡 中 肠 的 pH 在 
8.0 一 9.0 Zia], HES FER TA hH RI pH 均 在 8.5 一 10.0 之 间 。 

4. 晶体 对 粘 虫 的 毒 效 测 定 ” 称 取 一 定量 的 纯 唱 体 ,加 入 重 蒸 饮水 研磨 ,超声 波 振荡 2 
分 钟 使 晶体 均匀 悬浮 ,然后 稀释 至 2, 000 和 4, 000 倍 ， 各 加 微量 Triton X-100， 以 蒸馏 
水 加 微量 Triton X-190 YH Ro PREKTREFLARKH, RT ATR 3 龄 末 或 4 
龄 初 粘 虫 , 观 察 72 小 时 ,计算 死亡 数 。 

5. me ATA CHAS eee BE 1 毫 殉 纯 晶体 ,以 0.05M pH9.7 的 碳酸 钠 - 矶 酸 毛 钠 缓 定 
BREA RRR 20H RAMA BBS, 30°C 培育 6 小 时 。 加 酶 量 
以 电泳 时 不 出 现 酶 蛋白 带 为 适度 。 

6. 以 相关 显微镜 和 日 立 HU-11A 电子 显微镜 观察 晶体 经 肠 道 蛋白 酶 培育 后 的 变化 ， 
并 根据 莽 克 强 等 (1975) 的 方法 以 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 检验 。 

7. 不 同 苑 株 的 晶体 悬 滚 加 入 粘 虫 肠 道 蛋白 酶 后 置 30 で 培育 ， 直 接 观 察 混 独 度 的 变 
化 , 并 在 不 同时 间 取 出 悬 液 , 稀释 20 倍 在 721 分 光 光 度 计 上 以 680 BRAR RABE 
的 変化 。 


ee AW 


1.8 ARRERA PRT ke E20 72 小 时 的 死亡 率 以 HD-1 为 最 
高 ， 7404 次 之 。 7417 的 毒 力 极 低 ，006 和 1897 对 粘 虫 则 无 毒 效 。 在 有 毒 效 的 试 虫 组 中 ， 
拒食 现象 十 分 明显 ,24 小 时 内 试 虫 取 食 极 微 , 虫 体 未 见 生长 , 行动 坟 绥 ，48 小 时 为 死亡 高 
lko 

2. BARGER ABA + 种 昆虫 肠 道 蛋 白 酶 对 各 种 晶体 进行 消化 
有 时, 2 小 时 后 HD-1 与 007 的 唱 体 野 液 己 有 変化 。 及 人 6 小 時 HD-1 的 悬 被 儿 平 汪清 了 ， 
而 007 的 混浊 度 明 显 降低 ,其 它 菌株 则 无 明显 变化 。 图 1 中 可 见 HD-1 曲线 急剧 下 降 ，6 
小 时 后 其 光 密 度 值 仅 为 诛 有 的 15%, 007 的 光 密度 值 亦 下 降 至 原 有 的 55 多 ， 这 与 外 观 混 
梁 度 的 变化 十 分 吻合 。 Lecadet 等 (1967) 以 菜 青 虫 肠 道 蛋白 酶 消化 苏 芸 金 变 种 的 易 体 时 
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报道 了 光 密 度 降低 现象 ,并 认为 与 蛋白 质 被 消化 紧密 相关 。1897、006 的 光 密 度 値 下 降 至 
75% 左右 , 7404 下 降 至 90%、 而 7216、7417、75023 的 光 密 度 反 而 增高 。 上 述 现象 可 能 
“与 消化 程度 的 差异 和 某 些 晶体 在 碱 性 溶液 中 膨胀 有 关 ， 这 种 光 密 度 的 变化 与 毒 力 不 成 正 
相关 。 

晶体 与 肠 道 蛋 日 酶 培育 6 小 时 后 ， 在 相差 显微镜 下 可 明显 地 看 到 不 同 品系 晶体 有 不 
同 的 変化 。 HD-1 晶体 大 量 减 少 ,每 个 视野 仅 能 看 到 5 一 20 个 不 等 的 较 完 整 的 晶体 夹杂 
着 小 碎片 ,这 说 明 大 部 分 晶体 已 被 消化 , 与 晶体 巧 祖 变 透 明和 光 密 度 降 低 十 分 一 致 。 图 版 
1:4 所 見 HD-1 的 较 完整 晶体 在 电镜 下 很 难 找 到 ,外 形 已 有 变化 ,还 可 见 许 多 小 碎片 。 007 
晶体 亦 显 著 减 少 , 虽 尚 完 整 但 外 形 不 清晰 ,部 分 锐角 变 钝 并 有 碎片 (图 版 118)。 7404 晶体 
饥 角 显著 变 钝 ， 并 可 见 晶体 上 有 缺口 (图 版 1I:3)。 7417 晶体 棱角 清楚 ， 外 形 无 明显 变化 
(图 版 1:5), 说 明 粘 虫 肠 道 蛋白 酶 对 它 作 用 极 微 。 7216、75023 晶体 的 锐角 变 钝 ， 电 镜 照 
片 中 还 可 见 碎 小 颗粒 (图 版 11 图 版 16)。 006 晶体 的 形状 原来 就 不 规则 , 因而 看 不 出 明 
显 的 变化 ,但 较 原 来 更 接近 圆 形 ,照片 中 可 见 许多 细小 颗粒 (图 版 12)。 1897 晶体 棱角 变 
圆 并 有 分 散 的 碎片 (图 版 7)。 从 电镜 观察 晶体 外 形 , 变 化 最 大 的 是 HD-1 晶体 ,大 部 分 
已 完全 解体 ,少数 疝 存 态 片 。 变 化 最 小 的 是 7417 mo 

3. 晶 体 消化 物 的 衆 内 燃 酸 豚 北 受皿 泳 関 首 唱 体 被 昆 虫 脇道 蛋白 本 消化 后 混 注 度 不 
一 ， 说 明 晶 体 的 结构 不 同和 和 蛋白酶 对 晶体 切割 的 程度 和 方式 亦 有 区 别 。 4 WA gh 
Ais A ee AERA. ENDS APB TOAD Be LORRY SAE 
的 差异 。o 

图 版 I:1 REI A, B, C, D, E, F, G, HH 是 粘 虫 肠 道 蛋白 酶 作用 于 8 种 晶体 的 电 注 图 
道 。 7404、7216、75023 的 蛋白 带 图 谱 和 位 置 十 分 相似 ， 对 烙 虫 的 毒 效 也 比较 接近 。 
HD-1 的 蛋白 带 较 宽 , 蛋 白 量 有 明显 地 较 多 ,对 粘 虫 的 毒 力也 高 。 007 的 蛋白 带 虽 宽 但 毒 力 
不 高 。 006、7417 的 蛋白 带 染 色 极 浅 , 对 粘 虫 的 毒 力 极 低 或 无 毒 。 1897 有 其 独特 的 电泳 
图 谱 , 蛋 白带 多 而 分 散 , 对 粘 虫 几乎 无 毒性 。 可 以 认为 一 定位 置 的 蛋白 带 即 一 定 分 子 量 的 
特定 的 一 个 或 几 个 蛋白 质 才 对 粘 虫 有 毒 力 。 1897 虽 能 被 粘 虫 肠 道 蛋白 酶 消化 ,但 其 消化 
产物 对 粘 虫 无 毒 效 。 因而 量 体 对 昆虫 是 否 有 毒性 ， 除 蛋白 酶 这 一 主要 因素 外 还 依赖 于 唱 
体 和 寄主 双方 的 其 它 因 素 。 

图 版 I:2 A, B,C, D 为 7216 晶体 被 4 种 昆虫 肠 道 蛋白 酶 消化 后 的 电 广 图 谱 。 5 条 
蛋白 带 的 位 置 相似 ,但 染色 有 区 别 。 粘 虫 的 电泳 图 谱 3 条 主 带 染色 一 致 ,棉铃 虫 的 电泳 图 
谱 2 条 蛋白 带 染 色 深 ,中 间 一 条 染色 浅 , 黄 地 老虎 的 电泳 图 谱 2 条 染色 浅 , 第 三 条 染色 座 ， 
蜡 螟 的 电泳 图 谱 中 第 一 条 染色 深 而 其 它 两 条 染色 浅 。 这 种 现象 说 明 晶 体 受 酶 作用 的 部 位 
是 一 定 的 ,但 由 于 酶 之 间 的 差别 而 作用 程度 不 同 , 因 而 显 出 了 染色 次 小 的 不 同 。 其 它 晶 体 
被 这 4 种 鳞 翅 目 幼 虫 肠 道 蛋白 酶 消化 后 的 电泳 图 谱 亦 相似 ;也 有 蛋白 带 染 色 深 浅 的 区 分 。 

为 了 解 缓 冲 液 在 消化 晶体 中 的 作用 ,以 0.05M pH9.7 的 碳酸 钠 -碳酸 氢 钠 缓冲 液 与 各 
晶体 在 30°C HE 6 小 时 后 进行 电泳 。 除 1897 晶体 出 现 蛋白 带 外 《但 与 酶 消化 后 的 不 
Al) EE EASA. Faust 等 (1967) 认为 0.05M pH9.5 的 碳酸 钠 缓冲 液 足 以 溶解 部 
分 晶体 的 论点 要 因 唱 体 而 异 。 值得 提出 的 是 1897 SARA BRIE OH 为 ORME 30°C 
培育 6 小 时 后 , 电泳 时 也 出 现 蛋 白带 (以 超声 波 处 理 与 不 处 理 的 结果 一 样 , 见 图 版 :3 的 
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as b, c), WHH 1897 晶 体 有 特 昇 性 。 

唱 体 中 会 混 奈 概 少数 非 多 , 交 免 除 宅 介 受 脇 道重 白 酸 的 作用 面影 遇 対 晶 体重 白 消化 
物 的 电 沪 分析, 我们 以 纯 革 孢 按 蝇 体 一 样 处 理 ， 但 电泳 后 未 出 现任 何 蛋 白带 ,可 以 认为 肠 
道 重 日 酶 对 本 孢 无 作用 或 作用 极 微 。 


小 结 


苏 云 金 杆 菌 晶体 对 寄主 的 致 病 作 用 与 双方 的 生物 化 学 特性 和 生理 特性 紧密 相关 。 现 
就 本 试验 作 如 下 小 结 。 

L 苏 专 金 杆 父 不 同 品系 的 晶体 受 昆 虫 肠 道 蛋白 酶 作用 后 有 其 各 自 的 电泳 图 谱 。 同 一 
厚 体 在 不 同 寄主 曙 道 蛋白 酶 作用 下 ,其 电泳 图 谱 基本 相同 ,推测 每 种 晶体 具有 自己 特定 的 
酶 作用 部 位 。 

2 ,对 烙 虫 而 言 ; 晶 体 的 肠 道 蛋白 酶 消化 产物 只 有 在 一 定 分 子 量 范围 内 才 有 毒性 。 

3. 非 敏感 昆虫 的 肠 道 蛋白 酶 虽 亦 能 消化 晶体 ,但 其 消化 产物 对 寄主 无 毒性 。 

4.1897 晶体 较 其 它 晶 体 有 特异 性 。 

5 .试验 中 的 4 种 鳞 翅 目 幼 虫 肠 道 蛋白 酶 就 消化 晶体 厦 有 相似 之 处 。 
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COMPARISON OF THE EFFECTS OF INSECT INTESTINAL PROTZASES 
ON THE CRYSTALS OF BACILLUS THURINGIENSIS 


SHA CHA-YUN & Bat CHEN 


(Institute of Zoology, Academia Sinica) 


This paper deals with the effects of intestinal proteases of the army-worm Leucania 
separata, the cotton bollworm Heliothis armigera, the great wax moth Galleria mel- 
lonella and the cut-worm Agrotis segetum on the crystals of Bacillus thuringiensis 7404 
(var. kenyae),HD-1 (var. kurstakt), 7216 (var. tianmensis), 75023 (Hs), 007 (var. 
thuringiensis), 006 (var. ostriniae), T417 (var. dendrolimus) and 1897 (var. israelensis). 
HD-1 erystals are most quickly digested by insect proteases; the suspension was almost 
transparent after 6 hours of incubation. Examination with phase contrast microscope 
showed that most of the crystals were completely digested and only 5 to 20 crystal re- 
mained in the field of examination. The partially digested crystals were examined 
under electronmicroscope and the change in optical density of the digested suspensions 
was recorded. Electrophoretic patterns of the hydrolysates of the crystals from dif- 
ferent sources were compared and each of them showed its own electrophoretogram. 
Crystals of non-pathogenic strains were also digested by the proteases but the hydroly- 
sates were not toxic to the insect of concern. The crystals from the strain 1897 showed 
protein bands in the eleertophoretogram after in the suspension in double distilled water 
incubated for 6 hours at 30°C. 
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下 同 品 系 的 晶体 筱 帖 虫 脑 道 重 白 柄 请 化 后 的 电泳 图 卉 9， 759A 
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